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@ Alkohol-Dehydrogenase und deren Verwendung zur enzymatischen Hersteiiung chiraler 
Hydroxyverbindungen 

@ Stabiles mikrobielles Enzym mtt Alkohol-Dehydrogenase- 
Aktivitat mit einem Aktivitatsmaximum bei ca. 50° C, Verfah- 
ren zu dessen Gewinnung sowie dessen Verwendung zur 
enantioseleJcth/en Reduktion/Oxidation von organischen Ke- 
toverbindungen/Hydroxyverbindungen, wobei je naoh Art 
der Ausgangsverbindungen R- Oder S-Hydroxyverbindungen 
erhalten werden. Insbesondere hat sich eine Alkohol-Deh- 
ydrogenase erhattiich aus Lactobacillus brevis als geeignet 
erwiesen. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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mi? J£ J? e "^ e Erfind V ng , betnf ! t "5* ena »tioselektive Alkohol-Dehydrogenas n (ADH)aus Mikroorganis- 
ES^^^T^^T* d »2??L bacdlus-Art insbesondere aus Lactobacillus brevi£ Die neuen Enzymerind 
° ^ ^ uk ^° J von organischen Ketoverbindungen zud n entsprechenden HydVSwver- 
KSSSSST ,gne ^ wo ^ 1 Reduktionen enantioselektiv zu den entsprechenden R-Verbmdungen fiftreL 
Der EnannomerenuberschuB, der sich berechnet nach ^ 
ee(%) = (R>-Produkt - (S>-Produkt / (R)-Produkt + (S)-Produkt x 100, 

JSC? i rtw * J?" R u ege ? 95%. S-Hydroxy-Verbindungen waren bei Verwendung der erfindungsge- 
t£?T nachwe^bar Aufgrunddes breiten Substratspektrums konnen mit demeVfindungsgeSn 
^S^SSSSiS^t^ HydTOXyeSter ^-P^se a- und p-Hydroxyester)Ser auch 

f.iSrS^ 6 "y^^ejbipdungen sind wertvoDe chirale Bausteine, die mh klassiscfaen cfaemiscfaen Ver- 
^WrfX '^^i If 14 Zur HersteUun S chiraler Verbindungen werden daher in der Regel biotechnologi- 
StS gezogen, entweder unter Verwendung ganzer Mikroorganismen-^Uen oder mittek 

ftt£?£ ^^% We .^P'e^eise dfe Ve^ffentiichung von F. Aragozzini et aL(AppL MicrobioLBiotSS 
F™„i2L ~w e r f eben Verfahren nut ganzen Zellen haufig niedrige Ausbeuten, einen nor geringen 

fl nubers P huB £ ^fdrige ee-Werte) und lange Umsetzungszehen, so dafi Enzyme, die SgSS 
ST..^- i 0nZ?D ^r e u r ^ OI ? eu, S e ? e 1 tzt werden kdnnen. vorteilhafter sind. Fur chirale Hydroxyverbindungen, 
e£ J fcSS^-^Sftil*? 1 AlkohoKDenydrogenasen an. die die prochirale VerbSdung mh rfflfe 
l^^fiTf "SfJu oder NADPH) reduzieren. Diese Reaktionen said in der Regel hoch enantiose- 
JS* ? , l^f hei \ ve, ^ U ^: el1 Alkohol-Dehydrogenasen (ADH) fuhren aDe zu S-Alkoholen, teilweise istbS 
A^ohJfnT? ^ Su ^*P<*™ relathr schmal (Hefe-ADH, Pferdeleber-ADH> Eine NADP-abhangS 
Alkohol-Dehydrogenase aus LactobaciDus kefir ist in DE 40 14 573 CI beschrieben. "«B«se 

hs™?i, ™ RA i koho,en - Es ha 5 si* auerdings gezeigt, daB dieses Enzym relativ instabil ist, eine Reinigtmg 
bB _ z ^ h ? m °g enenEn ^warsoimtnurimtergroBenVeriusten(>98%)m6glich. 

,,„ t ^ 1 ™ t l f ns,v ^ SCTeeningkonnte nun uberraschenderweise eine R-spezifische Alkohol-Dehydrogenase mit 
S - t t b r t ^ t gehmd f n , werden - Bestiimnt man die thennische Desaktivienmg dieses Enzymsta 
Sc zu SO^tr^S^^ vorbekannten ADH-Enzym, zeigt sich, daB das vorbekami^EnzymSKS 
^^L^aJ^T^^ w S rend erfindungsgemaBe Enzym erst bei Temperaturen von ca. 65»C zu 
^r^^S^^^^ - d « «*» h6here ^rstabiltet bzw. StabflhSt 

l,,c E ^rr tSP K reC ^ end ^ bae f R-ADH-Enzym konnte insbesondere in KCkroorganismen der Gattung LactobacU- 
fer^iki^r^ d ^. UntergrU P p , e Betabacterium (Gruppe A) gefunden werden. BisherwaTvon keinem 
M^Ef™f b JZ- ^^m^bekannt^daB er eine stabile R-spezifische Alkohol-Dehydrogenase aufweist 
Mrt HOfe ernes Antikorpers gegen das L. kefir ADH-Protein konnte nun gezeigt werden. daB ale Uctobacfflen 
Si^^T Be 5 abactenum (GrupP« A) ein entsprechendes mit dem A^tikSrper reagiereSESS 
t^K^i? besonders gute enzymausche Aktivitat ist dagegen insbesondere bei Lactobacillus brevfcVmch- 
™S5*Z t R t andCren S ^ XlmC *« er G ™PP e b «tzen jedoch ebenfaus ein fur solche Umsetzungen prhrS 
f 5 ?l^l!f T^Tt a ™ h Wen ? ae ™ ter den geeebenen Anzucht- und Testbedingungen etwas geringere Aktivi- 
^f^fm^ 0ba f Ilen aDde „ r ! r U»tergn.ppen (Thermobacterium. IA, SuTpToba^erium m, B^bacterSmi 
S^tbch?AkdV& eeen ^ ReaktiCH1 ™ Antikorper-Test, noch verfugen sie Qber entsprechende 

H^L^ L brevb erhaltfiche Enzym konnte bis zur Homogenitat gereinigt werden. Entsprechende 
^ temse H«enz wurden nut dem gereinigten Enzym ermitteh. Ein Sequenz-Vergleich der N-terrnMa- 
S^T^^S 1 Ze ' gt ' Sre^ Obereinstimmungen zwischen dem erfindungsgemaBen stabilen 

n&TJlS^P "^^^.P^ro^eDen Ursprungs vorliegen, einige Aminosauren jedoch^mgetauscht sind. 

gCnd auf ?t fuhrte b,ochemische Charakterisienmg zeigt weitere Unterschiede des erfmdunsge- 
maBeo i Enzyms gegenuber entsprechend vorbekannten Enzymen. Z.B. bezuglkh der relaoven AkrivSaten 
oHW^on^^^ 16 StabiBtat der erfindungsgemaBen ADH Hegt beispieSSselefefaS 

pH-Wert yon ca. 9,0. Eine gute Stabibtat weist das Enzym daruber hinaus bei ca. pH 5,5 auf. Dies rik beisDids- 
Su m n^-R ^ ^^S^ " 2-Morphounoethansulfonsaure). to selbe^ PufVers^Sn zeg £ 
e^migsgemaBe Enzym nach ca. 30 Mmuten bei einer Temperatur zwischen 25"C bis 60'C noch eine Restak- 

55 A^^t^Sef^c^^^ Wekt ^ ^ bei ^ aut Ferner beshzt das Enzym ein 

Ai?HF^J Un8 ?- n ^ e E ? 2ym V nterscheidet sich zudem auf Aminosauresequenzebene von vorbekannten 
AOrtEnzymen. Beispiebwese weist das N-terminale Ende funf Aminosfiureaustausche auf einer Gesamtlanse 
Ic^^L^T^^ ^ einen AS-Unterschied von Qber 12% bedeutet Samtliche Vergleiche zeigen 
_ tZSZ'J^J* r 0 ^** «t fur enttprechende Anwendungen die erfindungsgemaBe Alkohol-Dehydrograase, 
co insbesondere die aus Lactobacillus brevis zu verwenden. ws««»^ 

,„fi^!i t ! rer Gegenstand der Eifindung betrifft die Gewinnung des erfindungsgemaBen Enzyms aus geeigne- 
^^^r rg ^ m ^w^^ 1Zyinau3beuten wurden "i* Stamm von Lactobacillus brevis erzieitTder 

unter der Ntimmer DSM 20054 am 06.06.1972 b i der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und ZeflkuT 
turen, Braunschweig, hmteriegt wurde und frei zuganglich ist. c im BlC «uaii 

65 r.S^lSl 3 ^ 6 !^ ^ wil J"" n g. bzw - Reinigung des ADH-Enzyms Iauft im wes ndichen uber f olgende Verfab- 
ESSSCSS 5 A i* cbJu ! der kdhvierten ZeBen, beispielsweise mechanisch durch Glasperlen. Durt^uhrung einer 

^^^^^^^^^^^^^^P^^^^ B ndlrAJonenaus^usdi-so. 
w,e Affinitatscnromatographie. Es bat sich msbesond re als vorteilhaft erwiesen, wenn samtliche Homogenisa- 
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tion- bzw. Elutionspuffer ca. 0,5 bis 5 mM Magnesium enthaltea Ais besonders vorteilhaft hat sich hierbei eine 
Mg^-Konzentration von ca. 1 mM erwiesen. Auf diese Weise wird das Enzym mit einer spezifischen Aktivitat 
von mindestens 400 U/mg, in vielen Fallen bis zu 500 U/mg gewonneiL 

Ein weherer Gegenstand der Erfindung ist ein Verf ahren zur enantioselektiven Reduktion von rganiscben 
Ketoverbindungen gemaB der allgemeinen Formel (I) 5 

' C=*0 (I) to 

R 

wobei R 1 und R 2 , verschieden oder idendsch, Wasserstoff, zusammen oder jeweils, ein geradkettiger oder 
verzweigter Alkyi- oder Alkenylrest, ein Aryl- oder Arylenyirest, jeweils aus 1 bis 20 C-Atomen bestehend, die 15 
durch ein oder mehrere Halogenatome, Nitro-, Hydroxy!- oder Alkoxyreste, wobei die Alkoxyreste 1 bis 20 
C- Atome aufweisen, eine gegebenenf alls substituierte Stickstoff-, Sauerstoff- oder Schwefelheterocyclen substi- 
tuiert sind, oder ein gegebenenf alls substituierter polykondensierter gesattigter und/oder ungesatdgter aromati- 
scher Rest sein kdnnen, welches dadorch gekennzeichnet ist, dafi man eine Ketoverbindung bzw. ein entspre- 
chendes Gemisch mit einer erfindungsgemkBen mikrobiellen AJkohoI-Dehydrogenase behandelt Hierbei kann 20 
sowohl das erfmdungsgemafie Enzym ais solches, als auch eine Kultur von Mikroorganismen, welche dieses 
Enzym produzieren, bzw. das Enzym enthahene Zellen verwendet werden. Die Reaktion erfolgt vorzugsweise in 
einem waBrigen Puffer, z. B. Kaliumphosphat-, Tris/HCl- oder Triethanolamin (TEA)-Puffer in Gegenwart von 
Magnedumionen, bei einem pH-Wert von 5 bis 10, vorzugsweise pH 6 bis 9, und einer Temperatur von 10° bis 
70° Q vorzugsweise von 30° bis 60° C. Ferner sind in dem Reaktionsansatz ein entsprechendes Coenzym, wie 25 
z. B. NAD(P)H sowie ein zur Regenerierung von oxidiertem Coenzym geeignetes Mittet wie beispielsweise 
Isopropanol vorhanden. Wenn ein ausreichender Umsatz, wie vorzugsweise ein 50%iger Umsatz erreicht ist, 
wird die Reaktion abgebrochen, vorzugsweise durch direkt anschlieBende Extraktion, wie beispielsweise in 
Chloroform. Die Reaktion kann jedoch auch durch Erniedrigung des pH-Wertes, durch Erhitzen oder Zugabe 
eines geeigneten Enzyminhibitors abgebrochen werden. Anschliefiend daran wird die erhaltene enantiomeren- 30 
reine R-Hydroxyverbindung mit einem mit Wasser nicht mischbaren organischen LdsungsmitteJ extrahiert und 
gemaB bekannten Verf ahren durch Chromatographie oder Destination von nicht umgesetzter Ketoverbindung 
bzw. anderen Ausgangsverbindungen bzw. Komponenten abgetrennt Die Enantiomerenreinheh wird zweck- 
mafiigerweise uber GC und/oder HPLC an einem chiralen Saulenmaterial oder uber ein Polarimeter bestimmt. 
Insbesondere hat sich das erfindungsgemafie Verf ahren zur Reduktion von Ketonen, Ketoestern wie a% p- oder 35 
y-Ketoestern, bzw. cyclischen Aryl- und AJkyiestern, bevorzugt von solchen mit durch beispielsweise Halogen- 
bzw. Alkyi- substituierten Resten, als geeignet erwiesen. Besonders gute Ergebnisse konnten bei Acetophenon- 
derivaten, Methylcyclohexanonen, bestimmten Diketonen, wie 2,4-Pentandion, verschiedenen Acetessigsauree- 
stero sowie AJkyiestern, wie beispielsweise Ethylpyruvat erzielt werden. 

Eb weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verf ahren zur HersteHung einer enantioselektiven Hydroxy- 40 
verbindung gemaB der allgemeinen Formel (II) 



OH 

T 

^ - - ^ 
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wobei R 1 und R 2 jeweils die oben angegebenen Bedeutungen haben, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 
man ein racemisches Gemisch einer organischen Hydroxyverbindung mit einer erfuidungsgem&fien mikrobiel- 
len Alkohol-Dehydrogenase bzw. die ADH enthahene ZeUen in einem waBrigen Puffer bei einem pH-Wert von 55 
5 bis 10, vorzugsweise pH 6 bis 9 und einer Temperatur von 10° bis 70° C, vorzugsweise von 30° bis 60° C, 
behandelt und anschlieBend die erhaltene enantiomerenreine S-Hydroxyverbindung isoliert. Ansonsten gelten 
die oben genannten bzw. dem Fachmann fur entsprechende Reaktionen bekannten Bedingungen. 

Die erfindungsgemafie ADH kann fQr die beschriebenen Reaktionen entweder voDstandig oder teflweise 
gereinigt bzw. in Zellen enthaltend eingesetzt werden Die ZeDen kdnnen dabei nativ, permeabilisiert oder rysiert 60 
voriiegen. 

Die Erfindung wird in nachfolgenden Beispielen naher erlautert: 



Beispiel 1 

Screening nadi R-ABc hol-D hydrogenasen unter Stammen der Gatrung Lactobacillus 
Die Gattung Lactobacillus wird aufgrund von physiologischen Merkmalen taxoiionrisch in drei Untergruppen 
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aufget flt: Thermobact rium, Streptobacterium und Betabact rium, letztere noch einmal in die beiden Unter- 
gruppen A und R Mit einem Antikdrper gegen die Aikohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus kefir wurden 
Typstamme aller Untergruppen getestet, ob sie eine Reaktion gegen den Antikdrper zeigen. Oberraschender- 
weise zeigten alle getesteten Stamme der Untergnippe A von Betabacterium Reaktrvkat, alle anderen Stamme 
waren dagegen inakav. R hextrakte der Stamme der Untergnippe A von Betabact rium wurden daraufhin im 
En f^ ntest getestet, inwieweit auch enzymatische Aktivitat vorliegt Die Ergebnisse sind in TabeUe 1 zusammen- 
gefa&t. Diese zeigt, daB unter den gegebenen Anzucfat- und Testbedingungen mehrere Stamme dieser Unter- 
gnippe kerne oder nur schwache Enzymaktivitat zeigen, obwohl der Antikdrpertest posiuv ausfieL Auff attend 
war allerdmgs erne besonders hohe Enzymaktivitat an ADH in Proben von Lactobacillus brevis. 

TabeUe 1 

Vorkommen von R-AIkohoI-Dehydrogenase in Stammen der Gattung Lactobacillus 



S tamm 



Reakti vitat im 
Antikorper-Tcst 



Enzymaktivitat 

(Acetophenon-Reduktion) 

[U/ml] 



Thennobacterium. 

L. acidophilus 
L. helveticus 
L. bulgaricos 
L. delbiueckii 
L. sativaxxns 

Stieptobacterium: 
L. casei 

L. alimentarius 
L>. curvatus 
L. coiynefomris 

L. farcimfnig 

Betabacterium Gmppe A: 
L. kefir 
L. brevis 
L. cellobiosus 

L. fei mpntiTfT| 

L. viridescens 
L. confusus 
L. buchneri 

Betabacterium Giuppe B: 

L. fructxvosans 



0 
0 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 



+ 
+ 
+ 



0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 



87,0 
93,0 
0,9 
0,2 
0,2 
0,3 
0.8 



0 
0 



BeispieI2 

Gewinnung und Reinigung von Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 
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A. Kuhivierung von Lactobacillus brevis 

Zur Enzymgewinnung wurde Lactobacillus brevis in folgendem Medium angezogen (Angaben g/L): 
Glucose (20), Hefeextrakt (5X Trypton (10), Fleischextrakt {5\ Di-Ammoniumhydrogendtrat (2), Natriumacetat 
(5), Magnesiumsulfat (0.1), Mangansulfat (0.05), Di-Kaliumhydrogenphosphat (2> ^ 5 

Die Losung wurde auf 1 L auf gefullt und der pH-Wert auf 6-5 eingestellt, anschfieBend wurde das Medium bei 
121°C (2 bar) fur 10 min sterilisiert Der Stamm wird ohne weitere Sauerstoffzufuhr oder pH-Regulierung bei 
30°Ckultiviert 

Im 10 L Mafistab wurde das Medium im Fermenter nach Sterilisation und Temperierung auf 30°C mit einer 
4%igen Vorkultur (ODeeo 035) beimpft Fur diesen Ansatz wurde beispielhaft der Verlauf des Zellwachstums 10 
und der Enzymaktivitat uber die Zeit bestimmt, indem zu bestimmten Zehpunkten Proben entnommen wurden, 
die dann auf OD660, Frischgewicht und Enzymaktivitat nach Aufschlufi der ZeDen untersucht wurden. In Abb. 1 
ist ein soldier Verlauf dargestellt, die Akti vital der Alkohol-Dehydrogenase aus L. brevis zeigt nach Erreicben 
der stationaren Phase des Wachstums den maximalen Aktivitatswert, der nur fur 13 h gehalten wird. 

Im 220 L Mafistab wurde der Organismus unter den gleichen Bedingungen kultzviert nach 13 h bei einem 15 
pH-Wert von 53 und einer ODko von 2,2 wurden nach Zentrifugation 700 g Zellmasse gewonnen. Die Zellmasse 
kann bei — 20°C gelagert werden, ohne daB uber mehrere Monate ein Aktivitatsverlust mefibar ist Fig. 1 zeigt 
das Wachstum (dargestellt als optische Dichte) und die EnzymbOdung (U/G Zellen und U/mg Protein) in 
Abhangigkeh von der Fermentationszeit 

20 

B. Enzymisolierung (Rohextrakthersteflung) 

Die Enzymfreisetzung aus den ZeDen wurde durch NaBvermahlung mit Hilfe von Glasperlen (03 mm) er- 
reicht, kann aber auch durch jede andere Methode zum Aufschlufi von BakterienzeDen erzieh werden. Die 
Bakterienmasse wird mit 0.1 M Acetatpuffer pH 4j0 + 1 mM MgCb unter Zusatz von Antischaummittel 25 
(Polypropyienglycol) zu einer 40%igen Suspension verdunnt Diese wurde unter Zugabe von Glasperlen im 
Verhaltnis von 1 :2 im Disintegrator (Fa. IMA) bei 4000 rpm einem 20minutigen Aufschlufi bei standiger 
Kuhlung unterzogen. 8 g Bakterien ergaben 10 ml Rohextrakt mh einer Volumenaktrvitat von 40 U/ml und 
einem Protemgehalt von ca. 3 mg/mL Der Enzymtest enthalt 970 |il Triethanolaminpuffer (100 mM; pH 7j0; mit 
1 1 mM Acetophenon), 20 uJ NADPH (Endkonzentration 0.19 mM) und Enzymldsung. 30 

Definition der Enzymeinheiten: 1 U entspricht der Enzymmenge, die bendtigt wird, urn 1 fimol Substrat 
(Acetophenon) pro 1 min umzusetzen. 

C Reinigung der Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 

Das Enzym kann uber hydrophobe mteraktions-Chromatographie mit nachfolgenden Anionenaustauschchro- 
matographie und Affinitatschromatographie bis zur Homogenitat gereinigt werden. Dabei empfiehlt sicb ein 
Zusatz von Mg 2+ -Ionen von ca. 1 mM zu alien Puffern. Bei Entzug dieser Ionen kann das Enzym irreversibel 
geschadigt werden. 

1. Hydrophobe Interaktionschromatographie 

5 ml eines Rohextrakts (entsprechend Beispiel 2 B) werden uber kleine Gelfiltrationssaulen (PD1 0, Pharmacia) 
in 50 mM Triethanolaminpuffer pH 7J0 mit 1 mM MgCb und 0.6 M (Nr^JfeSOn umgepuffert und auf eine 
Phenyi-Sepharose CL-6B (Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland) aufgetragen. Die Saule ist mh 50 mM Trietha- 45 
nolaminpuffer pH 7 A 1 mM MgCb und 0u6 M (NH4)2S04 aquilibriert worden. Nach Auftrag und Spfilen der 
Saule mit dem Aquflibrierungspuffer wird das Enzym mh einem fallenden linearen Salzgradienten (6 bis 0 M 
(Nrl^O*, Flufi 1 ml/min) bei 036 M (NR^aSC^ eluiert Die aktiven Fraktionen werden zusammengefaBt und 
auf eine Konzentration von 12 M (Nrl^SO* gebracht. Diese Proteinlosung wird auf eine Octyi-Sepharosesaule 
aufgetragen, die mit 50 mM Triethanolaminpuffer pH 7j0, 1 mM MgCl2 und 12 M (NH4)2S04 aquihbriert wurde. 50 
Nach Auftrag der Proteinlosung und anschliefiendem Spulen der Saule wird das Enzym mh einem fallenden 
linearen Salzgradienten {12 bis 0 M (NrL02SC>4, Flufi 1 ml/min) bei U) M (NH4)2S04 eluiert Die endelte 
Anreicherung ist in Tabelle 2 zusammengefaBt. 

2. Anionenaustauschchromatographie 55 

Die Fraktionen mh der hdchsten Aktivhat der Ietzten oben verwendeten Saule werden fiber GelfOtratkrassan* 
len (PD10, Pharmacia) in 50 mM Tris/HCl-Puffer pH 9.0 mit 1 mM MgCfe umgepuffert und auf eine ebenso 
aquilibrierte Mono Q-Saule (Flufi 1 ml/min; Druck 1J5 MPA; FPLC-Chromatographiesystem; Fa. Pharmacia, 
Freiburg, Deutschland) aufgetragen. Nach erfolgtem Spulen der Saule wird die Alkohol-Dehydrogenase mh 60 
einem linearen Salzgradienten von 0 bis 0.6 M Nad eluiert, wobei das Enzym bei 036 M Nad erscheint 

3. AfBnhatschromatographie 

Die aktiven Fraktionen werden uber Gelfihrati nssaulen (PD10, Fa, PharmaciaX die mh 50 mM Morphofi- 65 
nethansulfonsaurepuffer pH 5.5 und 1 mM MgGb aquilibriert wurden, umgepuffert und auf eine ebenso aqiriB- 
brierte 2',5'-AMP-Sepharosesaule (Fa. Pharmacia) aufgetragen. Anschliefiend wird mh 100 mM Nad, geldst im 
gleichen Puffer, gespfilt Anschliefiend erfolgt die Elution mit einem linearen NADP-Gradienten von 0 bis 10 mM 

5 
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NADP. Die Dehydrogenase eluiert bei 333 mM NAD P. Die Chromatographic wurde mit einer FluBrate von 
0.25 ml/min durchgefuhrt Die komplette Reinigung des Enzyms ist in Tabelle 2 zusammengefaSt 

TabeUe2 

Reinigung der Alkoh 1-Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 



Reinigungsschritt Aktivitat [U/mTj spez. AkL [U/mg] Ausbeute [%] 



Rohextrakt 40.8 14.78 100 

Phenyisepharose 17.21 4523 42 

Octylsepharose 4.6 92 8 

MonoQ 2.47 183 4 

2%5»-AMP-Seph. 1 1 .74 489 3 



D. Reinigung der Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus kefir 

Lactobacillus kefir besitzt eine intrazeDulare NADP-abhangige Alkohol-Dehydrogenase (DE40 14 573 CI), 
die in einigen biochemiscfaen Eigenschaften (Produktion von R-Aikoholen, Coenzym-Spezifhat) der Alkohol- 
Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis ahnelt Um die Unterschiede beider Enzyme deutlich zu machen and die 
Vorzuge des Enzyms aus L brevis aufzuzeigen, wurde die Alkohol-Dehydrogenase aus L. kefir analog zum L. 
brevis-Enzym bis zur Homogenitat gereinigt und im Verlauf der Charakterisierung des L brevis- Enzyms 
nutunter vergleichend gepruft (z. R Temperaturstabilitat, N-terminale Aminosaure-Sequenz). Anzucht von 
Lactobacillus kefir, die Enzymisolierung und Reinigung bis zum homogenen Enzym wurdea wie in Beispiel 
2A)~ 2C) fur L brevis beschrieben durchgefuhrt. Tabelle 3 f aBt die Reinigung des L. kefir-Enzyms zusammen. 

TabeQe3 

Reinigung der Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacfllus kefir 



Reinigungsschritt Aktivitat [U/ml] spez. AkL [U/rng] Ausbeute [%] 



Rohextrakt 57,5 9,15 100 

Phenyisepharose 90,0 49 31 

Octykepharose 73 100 26 

MonoQ 17.5 206 23 

2'^-AMP-Seph. 48.8 174 83 



Beispiel 3 

Biochemische Charakterisierung der Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 

A.pH-StabBit&t 

Die Abhangigkett der Aktivitat des Enzyms bei Lagerung in Puffern mit verschiedenen pH-Werten wurde im 
Ber ich von pH 4 bis 1 1 untersucht Es wurden je nach Puff erkapazitat verschieden Puff r im pH-Bereich von 4 
bis 1 1 angesetzt und das homogene Enzym darin fur 30 min inkubiert Davon wurde 1 |il entnommen und zu dem 
normalen Testansatz von 970 uJ Triethanolaminpuffer (100 mM; pH 70 mh 11 mM Acetophen n) und 20 ui 
NADPH (Endkonzentration 0.19 mM) hinzugeg ben. Die Reaktkm wurde fiber 1 min bei 30°C und 340 nm 
verfolgt Dabei zeigten sich 2 Maxima der pH-Stabilitat, ein kleineres bei pH 5.5 und ein groBes bei pH 9j0l Die 
Stabilhat ist in Tabelle 3 dargestellt. 
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TabeIIe4 

pH-Stabilitat der Alkohol-Dehydrogenase 



£ 0 




6 86 


4 S 


"Wo^^^vacfp-f' / TJejeiooaiirp 








704 


5 5 


ATI CriJ / ilAV/ Jul 


8 73 


60 


TriptJiannljaiTnn /^JaOTT 


5-58 


6j 


Triethanolamin / NaOH 


5,80 


7,0 


Triethanolamm / NaOH 




7,5 


Tris/HQ 


5,04 


8,0 


Tris/HCl 


3,83 


8,5 


Tris/HQ 


8,42 


9,0 


Tris/HO 


17,11 


10,0 


Giycin/NaOH 


1,25 


11,0 


Glydn/NaOH 


2,43 



B. Temperaturetabflhat 

In analoger Weise wie unter A- beschrieben wurde die Temperaturstabilitat fur den Bereicb von 25 bis 70°C 
bestimmt Die homogene Enzymldsung wurde fur 30 min den jeweiligen Temperaturen ausgesetzt und anschlie- 
Bend direkt bei 30° C mit dem obigen Testansatz gemessen. Die Alkoholdehydrogenase ist in dem Temperatur- 
bereich zwischen 25 und 60° C fur den angegebenen Zeitraum stabO (s, Tabelie 5), sie zeigt ein Maximum bei 
40° C Demgegenuber ist die ADH aus L. kefir nur bis 40° C stabil mit einem Maximum bei 37° Q danach sinkt die 
Aktivitat rapide ah. Das Maximum dieses Enzym liegt bei 37°C 

TabeDe5 

Temperaturstabilitat der Alkohol-Dehydrogenase aus I* brevis 



L*. brevis 


L. brevis 


L. kefir 


L. kefir 


Temperatur [°C] 


Aktivitat [U/mT| 


Tempexatur [°C] 


Aktivitat [Ur/mJ] 


25 


9,43 


25 


36.5 


30 


8,74 


30 


30.2 


37 


12,06 


37 


35.8 


40 


12,15 


40 


32 


42 


11,16 


45 


26.2 


45 


10,81 


50 


2.4 


47 


8^3 


55 


0 


50 


8,37 






60 


8^1 






70 


0,56 







C Temperaturoptimum 

Zur Bestimmung der ptimalen Testtemperatur wurde di Enzym aktivitat zwischen 25 und 70° C gemessen. 
Der Testansatz entsprach den Standardkonzentrationen an Acetophenon und NADPH und wurde jeweils 5 man 
bei den angegebenen Temperaturen inkubiert Das Enzym hat seine optimale Testtemperatur bei 50° C, wie aus 
der Tabelie 6 ersichtlich wuxL Die Alkohol-Dehydrogenas aus L. kefir hat dagegen ein Optimum von 37° C und 
bei hdheren Testtemperaturen als 45° C sinkt die Aktivitat rapide ab (Tabelie 5). 
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Tabelle6 

Temperatur-Optimum fur die Aktivitat der Alkohol-Dehydrogenase aus Lact bacillus brevis (im Vergleich zu 

der Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus kefir) 



L. brevis L. brevis L. kefir L. kefir 

Temperatur [°C] Aktivitat [U/ml] Temperatur [°q Aktivitat [U/ml] 



25 


1031 


20 


O 


30 


9.66 


25 


28.2 


37 


9.76 


30 


35.2 


40 


17.78 


35 


36.2 


42 


16.93 


40 


34.4 


45 


18:06 


45 


35.4 


47 


19.13 


50 


26.0 


50 


31.46 


55 


3.0 


55 


24.48 


60 


0 


60 


23.69 






65 


1.98 






70 


0.58 







D. Substratspektrum der Alkohol-Dehydrogenase 

Es wurden anstelle von Acetophenon eine Reihe von anderen Ketonen und Ketoestern und getestet, ob diese 
nzymkatalysiert reduziert werden konnen. 

Folgender Testansatz wurde dafur verwendet: 
970 ul TriethanolaminpufTer (50 mM; pH 7.0, nut 10 mM Ketoverbindung) 
20 uJNADPH (0.19 mMim Test) 

10 ul gereinigtes Enzym (s. Beispiel 2, nach Affinitatschromatographie, 1 : 10 verdunnt). 

Teilweise warden die Ketone auch in einer Konzentration von 1 mM getestet, urn eine mogliche Substrathem- 
mung bei 10 mM zu verifhrieren. Es stelhe sich jedoch heraus, daB eine solche OberschuS-Inhibierung bei einer 
Keton-Konzentration von 10 mM nicht auftrat. Die fur die entsprechenden Substrate erhahenen Aktrvhaten 
smd in TabeOe 7 wiedergegeben. 

Fur Substrate wie p-Cl-Acetophenon, Methyl- 1 -naphtylketon und Methylcyclohexanon kann anfgrund von 
Literaturangaben ein direkter Vergleich zwischen der Alkohol-Dehydrogenase aus 1* kefir und der aus 1- brevis 
gezogen werden (Hummel W. AppL MicrobioL BiotechnoL (1990), 34, 15—19). Dieser Vergleich zeigt, daB die 
erfindungsgemaBe ADH die genannten Verbindungen mit hoherer Aktivitat umsetzt; die AktrvitSten liegen ca. 
um 50 bis 100% hdher alsdiefur ADH aus L. kefir. 
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TabeUe7 

Substratspektrum der Alkohoi-Debydrogenase aus L. brevis 



Substrat Aktivitat [U/ml] Relative AkL [%] 



Acetophenon 


3.26 


1UU 


4-O-Acetophenon 


6.63 




3-Cl-Acetophenon 


4.80 


i /if 
147 


2-Cl-Acetopbenon 


033 


10 


4-Ethylacetophenon 


2.13 


65 


2-Methylcyclohexanoii 


625 


192 


2-Oxo^phenyIbxittersaureethylester 


4.60 


141 


2,4-Pentandion 


422 


130 


Acetessigsaurebenzylester 


4.11 


126 


Aj^tessigsauremethyiester 


3.81 


117 


Acetessigsaureethylestier 


334 


109 


Benzylaceton 


3.24 


99 


Methylpyxuvat 


3.22 


98 


Ethylpynxvat 


8.10 


248 


4-Cl-Acetessigsaureetfaylest« 


3.04 


93 


Laevulinsaureetbylester 


239 


92 


4-AcetyIbifflasSureethylester 


2.84 


87 


3-Ox(Mi*valeriaTisaiTTeetfaylester 


229 


70 


3-OxcHn-valeriansaureiiiethylester 


226 


69 


Etiiylbutyryiacetat 


221 


68 


Acetessigsaurebutylester 


2.07 


64 


Isobulyrylessigsaiireethylester 


1.93 


59 


Methyl-l-naphthylketon 


1.21 


37 


Benzoylessigsaureethylester 


1.14 


35 


Ethyl-2-methylacetoacetat 


0.84 


26 


1 ,4-Bxitandiol-diglycidylethcr 


0.77 


24 


Hydroxyaceton 


0.74 


23 


Propiophenon 


035 


17 


Trifliioiacetessigsaureethylester 


030 


15 


C^clohexanoi^2-^rbons§iireetiiylestex 


0.41 


13 


Etfayl-2-oxo-4-phenylbutyrat 


0.40 


12 


Ben2ylmethyIketon 


036 


11 


4-Acetylbuttersaure 


032 


10 


Benzaldehyd 


030 . 


9 


Ketovaleriansaure 


0.27 


8 


Cyclohexanon-2-essigsaureethylester 


0.14 


4 



E.M lekulargewicht der AJkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 

Gereinigte AJkoh 1-Dehydrogenase aus Lactobacillus br vis wurde auf eine GelfOtrationssaule Superdex 
G-200 (Fa. Pharmacia, Freiburg) aufgetragen. Das Molekulargewicht wurde gemafi einer Eichgerade, di nut 
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Proteinen bekannten Mo! kulargewichts erhalt n wurde, bestimmt. Der Puffer bei der Gelfiltration hatte den 
^i^l 1 ^^^ 11 ^- P I H "^ Vert ™™ ( 10 ° mM TEA, pH 7.0, 0.2 M Nad 1 mM MgCl 2 ). Unter diesen 
u ^rfVT, g T Wur 7 le fur d,e L brevis-ADH ein Molekulargewicht von ca. 104 kD bestimmt, was dem der L. 
kenr-ADH entspncht 



F. Bestimmung der N-terminalen Sequenz der Alkohol-Dehydrogeaase 

.o^* N " t £ nnina J e ^V 61 ? 2 wurde ™t einem Pulsed Liquid Sequencer Model 477A mh on-line HPLC Model 
120A der Fjrma Applied BiosystemsAJS^. bestimmt und mh der N-terminalen Sequenz der Alkohol-Dehydro- 
10 genaseausL. kefir vergtichen. 

S-N-R-I^D-G-K-V-A-I-V-T^3-G-T^ ID NO: 1> 

Im Vergleich zur Sequenz aus L. kefir wurden bei den ersten 38 Aminosauren (AS) folgende fflnf Aminosaure- 
15 austausche verzeichnet: \ / ■© MUlr 

Pos. 1 vonThr nach Ser(kein Unterscnied im chemischen Verhalten der AS); 
Pos. 2 von Asp nach Asn (saure, geladene AS wird gegen ongeladene ausgetauscht); 
Pos. 5 von Lys nach Asp (basische wird gegen saure AS ausgetauscht); 
Pos. 24 von Asp nach Thr (saure gegen hydrophile AS ausgetauscht); 
20 Pos. 34 von Val nach Met (hydrophobe gegen schwefelhaltige AS ausgetauscht). 

In vier von funf FaDenliegen solche Aminosaureaustausche vor, die entgegengesetzte Polarititsdgenschaften 
an diesen Fositionen im Enzym hervorrufen. 

BeispieU 

25 

Bes ti'miming von Aminosaure-Teilsequenzen nach Spahung des Enzyme 

Homogene AJkohot-Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis wurde einer Spaltung mit Endoproteinase Lys-C 
Protease (Boehnnger Mannheim, 476 986) unterworfen. Dafur mufite das Protein vorher denaturiert und 
30 ff^yroetyfrert ^rdea Die ADH-Probe wurde direkt in 60 ul Guanidinium-Puffer pH &5 aufgenommen 
tfJ^ 1 ^ und L . bei RT 30 mm mkubiert Nach Ablauf der Inkubation wurde 1/10 Volumen emer 111 mM 
DTT-Losung hmzugegeben und erneut fur 30 min bei 37° C inkubiert. Zuletzt wurde 1/10 Volumen einer 360 
mMlodessigsaurelosung hinzugegeben und die Probe far 30 min im Dunkeb bei 37° C inkubiert. Die Reaktion 
wurde mit B-Mercaptoemanol abgestoppt Nach Umpuffem auf einen Hamstoff-haltigen (2 M) Puffer wurde 1 % 
K 0 ™^ 0 ^ u"^^"^ (rf^ert) und 4j6 ug Lys-C Protease (1/25 der Proteinmenge [w/wj hinzuge- 
geben und uberNacht bei 37°C inkubiert Nach Ablauf der Zeit (mind 16-18 h) wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 1/10 Volumen 10% TFA abgestoppt Von dem Ansatz wurden dreimal je 2 x 150 ul und schlieBDch 
1 x 100 ul in die HPLC eingespntzt Jeder proteinhaltige Peak wurde getrennt gesammelt und nach Vergleich 
der emzemen Laufe gleiche Peaks zusammengenommen und in einer Vakuum-Zentrifuge emgeengt Diese 
Proben (bisgesamt 18) wurden dann direkt zum Sequenzieren verwendet. ^ 

s4uen^ormation)f efQhrt ^ ,edig,idl * Daten von Fraktionen mh eindeutiger, voUstandiger 

Das .Protein in Peakfraktion Nummer 3 hat folgende Sequenz V-M-I-T-G-R-H-S-D-V-G-E-K (SEQ. ID NO: 2) 
und knupfte damit direkt an das N-terminale Ende an. v ^ ' 

45 Die Sequenzen der Protemfralctionen Nummer 5 (D-Y-D-V-R-V-N-T-V-H-P-G-Y-I-K, (SEQ. ID NO: 3» and 
Nummer 6 konnten ebenfaDs bestimmt werden. " 

Pn^H^T 1 "' F A "J^:^ F V ; V ;?f J ^: Y - T - A - Q < SE Q- 10 NO: 4 * ***** es «ch urn das C^erminale 
Ende des Monomers der ADH aus LaktobadDus brevis. 

; J^!l j 6 ?!?^ 12 !^ der L res ! E ^ 1 . en 12 Fraktionen sind hier nicht angefuhrt. Samtliche Teilsequenzen konnten 
50 jedoch durch entsprechende KJomerungsexperimente bestatigt werden. 

Beispiel 5 

^ Kloiiierung des Enzyms 

A. Preparation genomischer DNA aus Lactobacillus brevis 

Z^e? von ii c * t *^ lus brevis wurden nut 50 ml high TE-Puffer (25 mM Tris, 10 mM EDTA pH 8.0) 
gewascnen und bet 6000 rpm zentnfugierL Das Pellet wurde in 10 ml TE (25 mM Tris, 10 mM EDTA dH 8.0) 

60 resuspendiert : und unter Zugabe von 100 ul Lysozym (100 mg/ml) fur 1.5 h bei 37°C inkubiert AiischfieBend 
wurde «ber Nacht bei 50° C unter Zugabe von 340 ul 30% Natriiimlaiirylsarcosm, 100 ul Qiagen Protease 
f^^™^L 2 °r g/,a P md ^Vl RNAse A (40 mg/ml) zu den lysierten Zellen das Zeuprolem denaturiert 
™™ r ™f R t; A ,. ab e eba , at - fa ntchsten Schritt wurde aus dem ZeOysat die DNA durch Phen IflOungen vom 
rertEchen ZeUmhah abgetrennt. (Dazu wurde immer im Volumenverhahnis 1 : 1 zuerst reines Phenol (mh TE 

65 abgesattigtXdann PhenoI/IAA/CHCfe (25 : 24 : 1) (IAA - Isoamylalkohol) und zuletzt IAA/CHCb (24: 1) auf 
die waBnge Phas gegeben.)Di beremigten, waBrigen Phasen wurden durch sanftes Schwenken ca. 5 min lang 
vL^TJ^ Zentri ^f ation i b « 20000 rpm getrennt Die letzte waBrige Oberphase wurde mit 
OU625 Volumen 8 M 1X3 v rmischt und dann mh zwei Volum nteilen kaltem Ethanol (100%) vorsichtig 
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uberschichtet Die an der Grenzschicht ausfallende, genomische DNA wurde auf eine Pasteurpipette aufgewik- 
kelt und zweimal mit kaltem, 70°/oigem Ethanol gewaschea Nach Trocknung in der Vakuumzentrifuge wurde 
die DNA in 2 ml TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA) pH 8.0 aufgenommen. Zur Oberprufung des Reinheitsgrades der 
isolierten DNA wurde die Losung 1 : 50 verdunnt und der Quotient 260 : 280 am photometrisch als 2,0 bestimmt 
Damit konnten Proteinverunreinigungen ausgeschlossen werden. Die Konzentration der DNA wurde aus dem 5 
Gel mit 70 ng/pl bestimmt, aus 3 g Zellen wurden 140 \ig genomische DNA isoliert 

B. Oligonucleotide als 5'- und 3'-Primer fur die PGR (Polymerase chain reaction) 

Aufgrund enzymatischer Peptidspaltungen (s. Beispiel 4) konnten das N-terminale und C-terminale Ende der 10 
Proteinsequenz der ADH aus L. brevis bestimmt werden. Mh Hilfe dieser Infonnationen wurden Primer fur die 
PCR synthetisiert Dabei wurden bekannte Prafererizen fur bestimmte Codons in LaktobacOlen berucksichtigt 
Vor jeden 5'primer wurde das Codon ATG (Met) als Startcodon vorgesetzt, was der Proteinsequenz fehlt, und 
hinter jeden 3'primer wurden 2 Stopcodons als Zeichen fur die Beendigung der PCR gesetzt Die Primerkon- 
strukte sind im folgenden aufgelistet (In Klammern sind die variablen Nucleinsauren aufgefQhrt, die alternativ zu is 
der vor der Klammer stehenden Nukleinsaure eingebaut wurden, so daB der tatsachlich eingesetzte Primer ein 
Gemisch aus den sich ergebenden Kombinationen ist); 

5'primer51JJ: 

50VrG-TCA-AAGGGT-TTA(G)^^ 20 
(SEQ.IDNO:5) 

3'primer 3TB: 

5'CTA<rTA-TTX>-A(T)GOAGT<}TA-A(G)CC-A(G)C^ 

(S£Q.IDNO:6)l 25 

Die synthetisierten Primer wurden mit kaltem NH* von den Saulen eluiert Diese Nlfa-Ldsung wurde fQr 1 h 
bei 70° C inkubiert und anschlieBend mh 1 ml Butanol ausgeschuttelt. Die Proben wurden bei 14000 rpm 2 min 
abzentrifugiert und der entstandene Oberstand abdekantiert Die Proben wurden zum Trocknen 5 min in (fie 
Vakuum-Zenrrifuge gesteDt und das Pellet in 500 |d H2O auf genommen. Die Primer wurden in einer Konzentra- 30 
tion von 100 pmol/)il eingesetzt. 

G PGR (Polymerase chain reaction) mit der genomischen DNA aus L. brevis 

Im folgenden wurde die Templatekonzentration (genom. DNA) variiert aOe anderen Parameter wurden 35 
konstant gehaken. Als Annealingtemperatur wurde 52°C gewahk. 

Tabefle8 

PCR-Ansatz 40 



Ansatz 


Template 


5 '-Primer 


3 '-Primer 


dNTP 


Puffer 


Taq 


H 2 0 




[ng] 


[pmol] 


[pmol] 


[nM] 


[10x] 


[U] 




1 


700 


1 


1 


1,6 


10 Ml 


2J5 


61,5 


2 


70 


1 


1 


1,6 


10*4 


2J5 


70,5 



Die jewefligen Ansatze hatten ein Volumen von 100 ji!, die molaren Angaben sind als Endkonzentrationen zu 
verstehen, das Template und die Taq DNA-Potymerase (Boehringer Mannheim) wurden in der in Tab. 8 
aufgefuhrten Menge dem Gesamtansatz zugegeben. Der Puffer (PCR reaction buffer; Boehringer Ma nnheim) 
lag in lOfacher Konzentration vor. Die PGR wurde mit 25 Cyclen uber Nacht angesetzt Es wurde ein PCR GerSt go 
v n Perkin Elmer mit beheizbarem Deckel verwendet 

FQr die Analytik wurden 10% des Ansatzes (V lumenanteil) auf ein l%iges Agarosegel aufgetragen und bei 
konstant 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die PCR zeigt eine deutliche Amptifikati n eines DNAstucks von 
a 750 bp. Das Signal liegt zwischen den Mark rbanden von 697 bp und 925 bp, wobei es naher an 697 bp reicfat. 
Bei einem durch SDS-PAGE rmittelten Molekulargewichts des Mon mers der ADH von 27 kD (245 AS) findet 65 
sich hier eine gute Obereinstimmung von Aminosaurelange des ADH-Proteins und der Basenpaar&nge fQr das 
gesuchte Gen. In einem Restrikdonsverdau mh den Enzymen Eco R 1 und Hind m (4 pi PCR-Fragment, 2 yd 
Puffer B (Boehringer), 1 |U Eco Rl bzw. Hind IH), 13jil H2O; Inkubation fur 1 Std. bei 37° C; Analytik mittels 
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Agarosegel) komite nachgewiesen werden, das das amplifizierte Gen-Fragment keine RestrikdonsschnittsteUen 

D. Reinigung der PCR-Produkte mit d m Qiaquick® PCR purificati nkdt (Qiagen. Hilden) 

Zu 100 ul PCR-Ldsung wurden 500 ul Puffer PB pipettiert und direkt auf eine Quiaquiek® Saule (ohne 
Aquilibnerung) aufgetragen. Die DNA wurde durch Zentrifugation (1 min, 14000 rpm) an die Saule gebunden, 
der Durchlauf wurde verworfen. Die Saule wurde mit 750 ul Puffer PE durch Zentrifugation (1 mm, 14000 rpm) 
gewaschen und der Durchlauf verworfen. Die Saule wurde erneut kurz abzentrifugiert, um Reste des in dem 
** uff f T r i f' E enthaltenen Ethanols zu entfernen. AnschlieBend wurde die Saule unter Zugabe von 50 ul 2 mM 
Trui/HCI P H 8.0 durch Zentrifugation (1 min, 14000 rpm) eluiert Von diesem Huat wurde zur Kontrolle je 1 ul 
auf em analyosches 0.8%iges Agarosegel aufgetragen und unter 60 V konstant elektrophoretisch aufgetrennt 
Z^? Z ^^^ Omi ^T^ UI il^ a ^J 0 Dg/tJ ™d 90 ng/ul fur PCR3/2. PCR3/2 wurde wekerver- 

arbeitet, PCR3/1 ^wurde bei -20°C aufbewahrt PCR3/2 wurde auf 16 Nil in der Speed vac eingeengt und direkt 
rerdie Blimtmg/kinasing Reakoon des sureclone kits eingesetzt (16 ul PCR, 1 ul Klenow Fragment, 2 ul 10 x 
Puffer, 1 ul PolynucleoUdkmase; 30 min bei 37°C inkubieren). Das Reaktionsgemisch wurde direkt auf ein 
preparatives 0.8% Agarosegel (2 b, 80 V konstant) aufgetragen. Die bei 750 bp sichtbare Bande wurde aus dem 
Gel ausgeschnitten und fiber Jetsorb* (Genomed, Bad Oeynhausen) aus dem Gel isoEert Die Plasmid DNA 
wurde aus dem Jetsorbmaterial mit 50 ul 2 mM Tris/Hd P H 8.0 eluiert. Diese Losung wurde mh Hilfe einer 
Vakuumzentnfuge auf 9 ul eingeengt. Davon wurde 1 ul fur ein analytisches Agarosegel verwendet 

Aus der Konzentrauon des PCR Fragments im Gel (150 ng/ul) ergibt sich eine Gesamtkonzentration an DNA 
von 1-2 ug. Diese Probe wurde in den Ugaseansatz des sureclone kits eingesetzt 

E. Jetsorb* DNA Isolierung aus dem Gel 

25 

Pro 100 mg Geknaterial wurden 300 ul Puffer Al und 10 ul der ]etsorbsuspensk>n vermischt und bei 50"C fur 
t.,^1„ . T" Dabe, -7T^ e VO ° Ze ! t ,. zn „ Ze * t die Lflsun S neu gemischt. um eine komplette Bindung an das 
Jetsorbmaterial zu gewahrleisten. AnschlieBend wurde die Suspension 30 sec bei 1 1000 rpm abzentrifugiert. der 
Oberstand verworfen, das PeDet in 300 ul Puffer A2 resuspendiert und erneut bei 1 1000 rpm abzentrifugiert 

30 P'P^ r 0 5 t T lt . t wurde kom P le " wiederholt und anschlieBend der Oberstand sauber abpipettiert und das Pellet 
w^JL k™™ ^SJ*^ 1 . Dan ° wurd T e d« Pellet in 30 ul 2 mM Tris/Hd ph 8j0 resuspendiert und 5 min bei 
50 C mkubiert Nach erfolgter Zentrifugation (11000 rpm, 30 sec) wurde der Oberstand gesammelt und das 
Pellet erneut m 20 ul 2 mM Tris/Hd pH 8.0 resuspendiert und wie oben weiter behandelt Die resultierenden 
Uberstande wurden vereuugt und in der Speed vac auf 18 ul eingeengt Davon wurde 1 ul auf eine analytisches 

35 Agarosegel aufgetragen. Die Konzentrationsbestimmung fiber dieses Gel ergab eine DNA Konzentration von 
10 ng/ul, also erne Gesamtkonzentration von 160 ng. 

F. Ligation mit dem Sureclone Kit (Pa. Pbarmacia) 

Eingesetzt wurden 7 ul PCR (1 ug* 1 ul P UC18 Vektor(50 ng), 1 ul DTT, 10 ul zweifachen Ligasepuffer, 1 ul 
Mgase. Von diesem Ansatz wurden 3ul entnommen und in einem neuen Ligaseansatz eingesetzt. um die 
^K-fr ragmentkonzentration zu emiedrigen. Ein zweiter Ansatz entspricht bis auf die PCR-DNA Konzentra- 
* on \ 15 L*& f h. emVerhalaus von 1 : 3 Vektor : PCR) in der Zusammensetzung dem ersten Ansatz (Verhaltnis 
y . 1 X 2 » e ~ 0 V P ! C ^ B"de Ansatze warden fur 1,5 h bei 16°C mkubiert und anschlieBend je 100 ul kompe- 
tente ZeUen (Escherichia coG XL 1 Blue) damn transfonniert Von Ligaseansatz 1 wurden 1 ul und von Ligasean- 
satz 2 wurden 4 ul zu den kompetenten ZeUen pipettiert Von der Zellsuspension wurden je 300 ul auf LBum- 
Agarplatten ausplatuert (LB «= Caseinpepton/Hef eextrakt; pH 7,5). 

Gewachsene Kolonien wurden abgehnpft und in 4 ml Flussigkuhur (LB«np-Medium) fiber Nacht bei 37° C 
kultmert Von dieser Zelkuspension wurden je 2 ml zur Plasmidpraparation (entsprechend dem Qiagen mini- 
50 Protokoll (Qiagen, HDden); s. u.) eingesetzt Die Plasmid DNA wurde aus der zeDfreien Losung direkt mh 

Q7 Volumenteflen Isopropanol gefUlt, mh 70% kahen Ethanol gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet 
und m 10 ul 2 mM Tris/HO-Puffer (pH 8.0) aufgenommen, Von dieser Plasmidpreparation wurde ein Restrik- 
Uonsverdau nut Eco Rl und Hind III angesetzt (1 U/ul Enzym, 6 ul Plasmid DNA, 3rQ 1 hi Der komplette 
Verdau wurde auf ein 0£%iges Agarosegel aufgetragen, 2 Std. bei konstant 80 V elektrophoretisch aufgetrennt 
S5 (Nachwets des 750 kb-Inserts) und die Plasmide daraufhin gegebenenf alls fur die Sequenzierung eingesetzt 

G. Plasmid- Preparation (Qiagen Miniprep) 

4 mlder FlussigkuItur wurden bei 5000 rpm 5 min abzentrifugiert und das PeDet in 300 ul Puffer PI resuspen- 
diert fu diese,. Suspension wurden 300 ul Puffer P2 gegeben und die Zellsuspension bei Raumtemperatur fOr 
5 mm mkubiert. AnschheBend wurde den lysierten Zellen 300 ul kalter Puffer P3 hinzupipettiert und fur 10 min 
auf fcas unter mehrmahgem Schwenken mkubiert, um Nukteinsauren und Proteine zu denaturieren. Die denatu- 
IZl^T 1 ?^^ ^T de ° c ! urch Zentrifugation (1 1000 rpm, 15 min) abgetrennt; der Oberstand direkt auf 
neue, nut 1 ml QBT Puffer (Qiagen, Hilden) aquDibrierte Qiagen 20 Tip Saulen (Qiagen, Hflden) geg ben. Die 
Saulen wurden nut 4 x 1 ml Puffer QC g waschen und anschlieBend die Plasmid DNA mh 08 ml Puffer QF von 
iSno™™ £n?V A,1S £ DNA 07 Vol Is propan 1 nach 30 min Zentrifugation bei 

, 14000 ^ Eemt resultierende PeHet wurde 2 x 10 min mit 70% Ethanol wahrend der Zentrifugation bei 
14000 r P m gewaschen und dann in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die DNA wurde in 10 ul 2 mM Tris/Hd 
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pH 8D aufgenommen und beispielsweise fur Analysen mhtels Restriktionsenzymen eingesetzt 

H. DNA Sequenzienmg der Plasmide 

a. Fertigen des Sequenzgels 5 

Die Sequenzienmg wurde mit dem autoread laser fluorescent Sequencer (ALF) der Firma Pharmacia durch- 
gefuhrt, dementsprechend wurde der autoread Sequencing kit (Pharmacia) fur die Sequencierungsreaktion 
verwendet Das Gel wies standardmaBig eine Dicke von 0.5 mm auf. An der Stefle des Laserdurchtritts wurde ein 
entsprechendes Glasplattchen (Dicke 035 mm) eingesetzt Sequenzgels: 21 g Harnstoff (ultra pure), 12 g H2O 10 
(Mfflipore), 73 ml Acrylamid (Roth, zur DNA Sequenzierung> 200 ul APS, 45 TEMED, 6 ml 10-fach TBE Als 
Laufpuff er diente 0j6 x TBE (Tris/Borat/EDTA-Puffer entsprechend Pharmacia- Angaben> 

b. Sequenzierungsreaktion mit dem AutoRead™ Sequencing kit 

15 

Von den Plasmiden wurden je 5 ul (4 ug) DNA pro sequencing primer eingesetzt 

Es wurden 5 jxl Plasmid DNA, 5 \d H20, 2 ul Primer (universal oder reversal), l^jillM NaOH zusammenpi- 
pettiert und fur 5 min bei 65° C zur DNA Denaturierung inkubiert Dann wurden die Proben direkt nach 37° C 
Qberfuhrt und die Reaktion mit 1,5 |xl 1 M HC3 neutrafisiert Es wurden 2 \il Annealingpuffer hinzugegeben, kurz 
abzentrifugiert (15 sec, 14000 rpm) und 10 min bei 37° Q anschlieBend weitere 10 min bei Raumtemperatur 20 
inkubiert Nach erfolgter Zentrifugation wurden 1 ul Extensionpuffer und 3,5 pi Dimethylsulfoxid mit dem 
Ansatz vermischt und pro Ansatz 2 pJ der mit Enzymdilutionspuffer verdunnten T7-Polymerase pipetdert 52 \sl 
dieser Losung wurden direkt in eine bei 37°C vorinkubierte Platte pipettiert, die pro Plasmid 4 Spuren mit 3 |il 
des jeweiligen NTP-Mixes (A. C, G, T, in der Reihenfolge) enthielt Nach 5 min Inkubation bei 37°C wurde die 
Sequenzierungsreaktion nach Sanger (Sanger, R, Nickler, Coulson, A. R. (1977) Proa NatL Acad. ScL USA 74, 25 
5463—5467) durch Zugabe von 6 ul Stopmix abgestoppt und das Reaktionsgemisch fur 2—3 min bei 90° C 
erhitzt danach direkt auf Eis gekuhlt, urn ein Renaturieren der Strange zu verhindern. Dann wurden direkt 6 ul 
dieses Gemisches auf das Sequenzgel aufgegeben und der Sequencer gestartet Von den ausgewahlten Plasmi- 
den wies nur das Plasmid 3/1 die richtige DNA-Sequenz auf; diese Daten kdnnen nun in die entsprechende 
Proteins equenz ubersetzt werden (Abb. 1)l Der universal Primer zeigt das C-terminale Ende der Sequenz und 30 
der reversal Primer das N-terminale Ende (5'codierender Strang). Daher ist das Insert in der richtigen Orientie- 
rung plaziert Die Sequenz auf Grand der DNA-Sequenzierung zeigt vollige Obereinstimmung mit den durch 
Proteins equenzierung erhaltenen Sequenzdaten. 

Beispiel6 35 

Enzymkatalysierte Herstellung von R-Phenyiethanol 

Fur die enzymkatalysierte Synthese von (R)-Phenyiethanol aus Acetophenon wurden gereinigtes Enzym 
(Beispiel 2Q und das erforderliche Coenzym (NADP) eingesetzt Das oxidierte Coenzym wurde durch gleichzei- 40 
tig anwesendes Isopropanol kontinuierlich regeneriert, so daB die Reaktion nur katalytische Mengen an Coen- 
zym erfordert Der Ansatz enthielt im einzelnen (in Klammern aufgefuhrt sind die Endkonzentrationen der 
Komponenten im Test): 20 uJ NADP (0,05 mM), 7,7 ul Isopropanol (0(4 M> 0,6 jil Acetophenon (5 mM), 9217 fd 
Triethanolamin-Puffer (50 mM; pH 7,0, mit 1 mM MgCh) und 50 ul AJkohol Dehydrogenase aus Lactobacillus 
brevis (4,5 Units). Dieser Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde fur 24 Std. bei 30° C inkubiert, dann 45 
wurde eine Probe gaschromatographisch analysiert Dazu wurden 100 ul entnommen, mit 100 |d Chloroform 
ausgeschuttelt, die Phasen durch Zentrifugation getrennt und aus der Unterphase (Chloroform) ein Aliquot fur 
die GC entnommen* 

Trennbedingungen fur die Trennung von (R)- und (S)-Phenyiethanol am Gaschromatographen: Stationare 
Phase: Lipodex E, CD-Saule (Macherey und Nagel Duren), Mobile Phase: Helium, Injektionsvolumen: 1 ul, 50 
Detektion: FID, Temperatur: 110°C Unter diesen Bedingungen wtrd das Substrat Acetophenon bei 10,5 min 
eluiert, (S)-Phenyiethanol bei 133 min und (R}-Phenylethanoi bei 14,2 min. Die Retentionswerte fur (S>- und 
(R)-Phenylethanol kdnnen mh einem kommerziell erhaltlichen, racemischen Gemisch (Fa. Fluka, Buchs, 
Schweiz) erhalten werden. Nach 24 Std. sind mehr als 95% des Substrats umgesetzt worden, das GC-Chromato- 
gramm zeigt folgende Werte: Acetophenon (Retentionszeit 10,5 min): area = 9.800; (S>-Phenyiethanol (Reten- 55 
tionszeh 133 min): area =■ < 500; (R)-Phenyiethanol (Retentionszeit 14,2 min): area — 240.000. 

Legendezu Abb. 1 

DNA- und Proteinsequenz der rekombinanten ADH aus L. brevis in E. cofi (obere Zeile jeweOs die Nuklein- go 
sauresequenz (SEQ. ID NO: 7% darunter die dem Triplettcode entsprechende Aminosaure-Sequenz (im Embuca- 
stab en-Code, SEQ. ID NO: 8)X Die Sequenz beginnt mit Methionin, das fiber einen Start-Codon eingefOgt 
worden ist. Dieses Methionin findet man nicht b i der entsprechenden Amin saure-S equenz, di durch Sequen- 
zierung des reinen Proteins erhalten wurde (N-terminales Ende; s» Beispiel 3F und Beispiel 4). 
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Patentanspruche 

1. Stabiles mikrobielles Enzym mh Alk hoI-Dehydrogenase-Akdvitat, dadurch gekennzeichnet, daB es 
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nach ca. 30 Minuten bei 20° bis 60° C mindestens 95% Restaktivitat aufweist und bis zu einer spezifischen 
Aktivitat von mindestens 400 U/mg reinigbar ist. 

2. Enzyni nach Anspruch 1, dadurch g kennzeichnet daB es ein StabiHtatsmaxinium bei ca.40°C end pH 9-0 
aufweist 

5 3. Enzyni nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet daB das Enzym ein Stabflitatsmaximum bei pH 

5-5 aufweist 

4. Enzym nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB das Aktivitatsmaxi- 
mum des Enzyxns bei ca. 50° C fiegt 

5. Stabiles mikrobielles Enzym mh AJkohoi-Dehydrogenase-Aktrvitat, dadurch gekennzeichnet daB es ein 
to Molekulargewicht von ca. 104 kDa (Gelfiltration) aufweist und in Aminosaure-Position 1,2,5,24 und/oder 

34 entsprechend einen Serin-, Asparagin-, Asparaginsaure-, Theonin- und/oder Methioninrest aufweist 

6. Enzym nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB das Enzym aus 
Stammen der Gattung Lactobacillus erhaldich ist 

7. Enzym nach einem der vorangegangenen Anspruche erhaltfich aus Lactobacillus brevis (DSM 20054). 

is 8. Stabile Alkohol-Dehydrogenase, dadurch gekennzeichnet daB das Enzym im wesentlichen eine Amino- 

sauresequenz gemaB SEQ. ID NO: 8 aufweist 

9. Stabile Alkohol-Debydrogenase fur die eine DNA-Sequenz gemaB SEQ. ID NO: 7 bzw. entsprechende 
Analoga codieren. 

10. Verfahren zur Gewinnung des Enzyros nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet daB 
20 eine gegebenenfalls mit einem fur ADH codierenden Gen transformierte Mikroorganismusprobe aufge* 

schlossen wird und anschlieBend einer hydrophoben Interaktionschromatographie, einer Anionenaus- 
tausch- und Affinitatschromatographie in geeigneten, Magnesiumionen enthaltenen Puff ersystemen unter- 
worfenwird. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet daB es sich bei dem Mikroorganismus um Lactob- 
25 acfllus brevis (DSM 20054) handelt 

12. Verfahren zur enantioselektiven Reduktion von organischen Ketoverbindungen, dadurch gekennzeich- 
net daB eine Verbindung der allgemetnen Formel (I) 
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35 



50 



55 
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wobei 

R 1 oder R 2 , verschieden oder identisch, Wasserstoff, zusammen oder einzeln, ein AlkyK Alkenyl-, Aryl- oder 
Arylenyirest jeweils verzweigt oder geradkettig, bestehend aus 1 bis 20 C-Atomen, die durch ein oder 
mehrere Halogenatome, Nitro-, Hydroxy!- oder Alkoxyreste, wobei die Alkoxyreste aus 1 bis 20 C-Atomen 

40 aufweisen, eine gegebenenfalls substituierte CI— ClO-Alkylengruppe, die durch gesartigte, ungesattigte 

oder aromatische Stickstoff-, Sauerstoff- oder Schwefelheterocyclen substhuiert sind, oder ein gegebenen- 
falls substituierter polykondensierter gesattigter und/oder aromatischer Rest sein kdnnen, 
dadurch gekennzeichnet daB eine Ketoverbindung bzw. ein entsprechendes Gemisch in Gegenwart einer 
Alkohol-Dehydrogenase gemaB einem der Anspruche 1 bis 9 bzw. das Enzym enthaltenen Zellen zwischen 

45 ca. 20° und 60° C Qber einen Zeitraum von ca. 15 Minuten bis 3 Stunden inkubiert und die entsprechende 
R-Hydroxyverbindung isoliert wird. 

13. Verfahren zur enantioselektiven Synthese von organischen Hydroxyverbindungen gemaB der allgemet- 
nen Formel (H) 



OH 



C (") 
R 1 R* 



60 wobei 

R 1 oder R 2 , verschieden oder identisch, Wasserstoff, zusammen oder einzein, ein Alkyl- V Alkenyl-, Aryl- oder 
Arylenyirest jeweils verzweigt oder geradkettig, bestehend aus 1 bis 20 C-Atomen, die durch ein oder 
mehrere Halogenatome, Nitro-, Hydroxy!- oder Alkoxyreste, wobei die Alkoxyreste aus 1 bis 20 C-Atomen 
aufweisen, ein gegebenenfalls substituierte CI— ClO-Alkylengruppe, die durch gesartigte, ungesattigte 
65 oder aromatische Stickstoff-, Sauerstoff- oder Schwefelheterocyclen substhuiert sind, oder ein gegebenen- 

falls substituierter polykondensierter gesattigter und/oder aromatischer Rest sein kdnnen, 
dadurch gekennzeichnet daB ein racemisches Gemisch der rganischen Hydroxyverbindung mit einer 
Alkoh 1-Dehydrogenase gemaB der Anspruche 1 bis 9 bzw. das Enzym enthaltenen Zellen zwischen ca. 20° 
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und 60° C uber einen Zeitraum von ca. 15 Minuten bis 3 Stunden inkubiert und die entsprechende S-Hy- 
droxyverbindung isoliert wird 

14. Verfahrea nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daS Magnesiumionen zugegen smd und 
der pH-Wert zwischen 6 und 9 liegt 

15. Verfahren zur rekombinanten HersteDung einer stabflen Alkoh 1-Dehydrogenase, dadurch gek nn- 5 
zeichnet, daB die Nukleotidsequenz gemaB SEQ. ID NO: 7 in einer eukaryotischen oder prokaryotischen 
ZeUe exprimiertwird. 

16. Isoliertes DNA-Fragment, welches fur eine stabile AJkohol-Dehydrogenase codiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es eine Nukleinsauresequenz gemaB SEQ. ID NO: 7 bzw. eine damh hybridisierende Sequenz 
enthait 10 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb.l 



ATG TCT AAC CGT TTG GAT GGT AAG GTA GC A ATC ATT ACA GGT GGT ACG 

MSN RL DGKVA I ITG GT 
TTG GGT ATC GGT TTA GCT ATC GCC ACG AAG TTC GTT GAA GAA GGG 

LGIGLAI ATKFVEEG 
GCT AAG GTC ATG ATT ACC GGC CGG CAC AGC GAT GTT GGT GAA AAA 

AKVMI TG R HS D VG EK 
GCA GCT AAG AGT GTC GGC ACT CCT GAT CAG ATT CAA TTT TTC CAA CAT 

A AKS VGTPD Q IQ FFQH 
GAT TCT TCC GAT GAA GAC GGC TGG ACG AAA TTA TTC GAT GCA ACG GAA 

DS SDED G W T KLFDA TE 
AAA GCC TTT GGC CCA GTT TCT ACA TTA GTT AAT AAC GCT GGG ATC 

K AFGP V S TL VNNA GI 
GCG GTT AAC AAG AGT GTC GAA GAA ACC ACG ACT GCT GAA TGG CGT 

A VNK SVEETTTA EWR 
AAA TTA TTA GCC GTC AAC CTT GAT GGT GTC TTC TTC GGT ACC CGA TTA 

KLL AVNL DGV FFGTRL 
GGG ATT CAA CGG ATG AAG AAC AAA GGC TTA GGG GCT TCC ATC ATC 

GI QRMKNKG LG A S I I 
AAC ATG TCT TCG ATC GAA GGC TTT GTG GGT GAT CCT AGC TTA GGG GCT 

NMSS IE GFVG DP SL GA 
TAC AAC GCA TCT AAA GGG GCC GTA CGG ATT ATG TCC AAG TCA GCT 

YNASKGAVR IMS KS A 
GCC TTA GAT TGT GCC CTA AAG GAC TAC GAT GTT CGG GTA AAC ACT GTT 

ALD CALK DYDVRVN TV 
CAC CCT GGC TAC ATC AAG ACA CCA TTG GTT GAT GAC CTA CCA GGG 

HPGYI KT PLVDDLP G 
GCC GAA GAA GCG ATG TCA CAA CGG ACC AAG ACG CCA ATG GGC CAT 

AE EAMSQ R TKT P MGH 
ATC GCT GAA CCT AAC GAT ATT GCC TAC ATC TGT GTT TAC TTG GCT TCT 

IG E PND I A Y I CVYL AS 
AAC GAA TCT AAA TTT GCA ACG GGT TCT GAA TTC GTA GTT GAC GGT GGC 

NES KFA TGSEFV VDGG 
TAC ACT GCT CAA 
Y T A Q 
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